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論文内容要旨
 膵癌は癌化学療法に高い抵抗性を示し, いまだ満足すべき臨床成績はあげられていない。 有効
 な膵癌化学療法を施行するためにはヒト膵癌細胞の制癌剤に対する特性が明 らかにされる必要が
 ある。 これまでに樹立されたヒト膵癌培養細胞株の報告は少なく, ヒト膵癌培養細胞株に対する
 制癌剤の増殖抑制効果に関する検討は十分なされてはいな い。 本研究では有効な膵癌化学療法の
 確立を目的と して, ヒト膵癌培養細胞株の制癌剤に対する感受性, 薬剤との接触時間と増殖抑制
 効果, 薬剤併用の相互効果について実験的に検討した。
方
法
 本研究では膵癌患者の手術標本より樹立 し, 継代維持しているヒト膵癌培養細胞株 PK-1,
 PK-8, PK-9, PK-12, PK -14, PK -16の6株を用いた。 制癌剤としてMitomycin
C (MMC), Aclarubicin hydrochloride (ACR),Doxorubicin hydrochloride (ADR),
 5- fluorouraci1 (5 FU), Cisplatin を使用 した。 各制癌剤の濃度はヒトでの血中 濃度を参考
 に してMMC, ACR, ADRでは1×10-2,1×10-1,1 μg /ml, 5 FUでは5又 10-1,5, 5× 10
 μg /ml, Cisplatin では1x IO『1,1, 1× 10 μg/m1と した。 各制癌剤との接触時間はヒ ト膵癌培
 養細胞株の doubling time を参考にして2時間, 48時間, 9日間とした。 各制癌剤 のヒ ト膵癌
 培養細胞株に対する増殖抑制率 (T /C ratio) は以下の方法で求 め た。 ヒ ト膵癌 培養細胞を
 trypsin 処理後細胞浮遊液を作成 し各 dish あたり 1×105 散布 し, 37℃のCO2 incubator 内で
 72時間培養 した。 細胞が dish 底面に完全に付着 して対数増殖期に入った段階で 制癌剤を含む培
 地と接触させた。 所定の時間を経過後制癌剤を含む培地を捨て, PBSで2回洗 浄 し制癌剤を含
 まない培地にかえた。 48時間毎に培地交換を しながら9日間培養 した後すべての dish の細胞数
 を算定 し, 対照と比較 してT/C ratio を求めた。 9日目の時点でdish のヒト膵癌培養細胞は
 対照群, 制癌剤接触群ともに trypan blue 法, dish 底面への接着性, 形態学的観察か ら97%以
 上が viab]e cell であった。 ヒト膵癌培養細胞株6株について接触時間別に制癌剤濃度とT/C
 ratio とのDose - response curve を描いた。 この Curve よりヒト膵癌培養細胞 における各
 制癌剤の50%成長阻止濃度 (IC50) を求めた。 また臨床的に到達可能な濃度 における 各 制癌 剤
 の接触時間別のT/C ratio を求めた。 次にヒト膵癌培養細胞株 PK-1, PK-8 における制
 癌剤併用の相互効果の検討では, 制癌剤は MMC, ACR, 5FU を用い制癌剤との接触時間は2
 時間とした。 制癌剤濃度とT/C ratio から2剤併用時の Dose - response curve を描き併用
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 時の IC50 値を求めた。 2剤それぞれについて, 単独使用時の IC50 値に対する併用時のIC50 値
 の割合 (Relative amount) を求め, isobologramを描き併用時の相互効果を判定した。
               結果
 1) ヒト膵癌培養細胞株6株と制癌剤 を2時間接触させた時の各制癌剤の IC50 値はMMC:
 0.096 ～ 0.35 μ9 /m1, ACR : 0.0074 ～ 0.0076 μ9 /ml, ADR : 0.033 ～ 0.23 μ9 /ml, 5FU:
 21～42 μg /m1, Cisplatin : 0.35 ～ L9 μg /ml であった。
 2) 各膵癌培養細胞株の間には制癌剤感受性に差が認められ, 低感受性株と高感受性株のIC50
 値の比はADR で最 も高く7:1, Cisplatin で5:1, MMCで 3.6 :1, 5FU では 2:1で
 あっ た。
 3) ヒト膵癌培養細胞株と制癌剤との接触時間を2時間から48時間に延長するとすべての制癌剤
 でT/C ratio の著明な低下を認めた。 接触時間をさ らに9日間に延長 した時, ACR,Cisplath1
 ではT/C ratio の低下を認めたが, MMC, ADR, 5FU では変化がなかった。
 4) MMC、 ACR, 5FU を併用 してヒト膵癌培養細胞株に接触させた時, 併用 した2剤いずれ
 の組み合せでもRelative amount の和は1以下となり isobologram は下に凸なCurve を描いた。
 ヒト膵癌培養細胞株 PK-1, PK-8 に対 して MMC, ACR, 5FUは2剤いずれの組み合せ も相
 乗的な増殖抑制効果を示 した。
               結論
 ヒト膵癌培養細胞株6株におけるMMC, ACR, ADR, Cisplatin, 5FUの IC50 値は臨床的
 に到達可能な濃度であり, 接触時間を延長させることによりこの値をさらに低下させることが可
 能であった。 また, MMC, ACR, 5FUのそれぞれ2剤の併用はヒト膵癌培養細胞株に対して
 相乗的に作用 し増殖を抑制 した。 対数増殖期にあるヒト膵癌培養細胞に対 してはこれらの制癌剤
 は有効に作用 し, ヒト膵癌細胞そのものは in vitro では他のヒト癌に比べ制癌 剤に特に高い低
 抗性を有するわけではないことが明らかとなった。 ヒト膵癌培養細胞株の間には制癌剤感受性に
 差がみられ, 有効な膵癌化学療法の確立のためには個々の膵癌の薬剤感受性に応 じた制癌剤投与
 の重要性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 膵癌は癌化学療法に高い抵抗性を示 し, いま だ満足すべき臨床成績はえられていない。 有効な
 膵癌化学療法を施行するためには, ヒト膵癌細胞の制癌剤に対する特性が明らかにされる必要が
 ある。 これまでに樹立されたヒト膵癌培養細胞株の報告は少なく, ヒト膵癌培養細胞株に対する
 制癌剤 の増殖抑制効果 に関す る検討は十分なされて いないの が現状であ る。
 本研究は, 膵癌患者の手術標本より樹立 し継代維持 しているヒト膵癌培養細胞株6株を用い,
 臨床的に使用される頻度の高い5種の制癌剤すなわち Mitomycin C (MMC), Acla rubicin
hydrochloride (ACR), Doxorubicin hydrochloride (ADR), 5-fluorouraci1 (5FU),
 Cisplatin の抗腫瘍効果を in vitro で検討し, いく つかの新しい知見を得ている。
 第1に, これまで明らかではなかったヒト膵癌培養細胞株における各制癌剤の50%成長阻止濃
 度を, 6株という比較的多数のヒト膵癌培養細胞株について明らかにした。 第2に, ヒト膵癌培
 養細胞株において も他の癌腫と同様に制癌剤の感受性には差が認め られ, 膵癌化学療法の確立の
 ためには有効な感受性試験の確立が必要であることが明らかにされた。 第3に, 従来濃度依存性
 であるとされているMMC, A.DRでも, 本研究で用いたヒト膵癌培養細胞株の細胞周期が一回
 転する48時間まで接触時間を延長することにより著明な増殖抑制効果が認め られ, これら濃度依
 存性の制癌剤でも臨床的に用いる際, 一定時間接触させる必要のあることが明らかとなった。 第
 4に, 近年 FAM療法 (5 FU+ADM+MMC) などの制癌剤併用療法が5FU 単独投与に比べ,
 膵癌化学療法の治療成績を向上させていなし.・との報告がみられるが, 本研究か ら制癌剤を単独に
 投与するより も併用 投与の方がより有効な抗腫瘍効果を期待できることが明らかとなった。
 以上の知見から, ヒト膵癌細胞その ものは臨床的に到達可能 な制癌剤濃度・接触時間で も著明
 に増殖が抑制され, さらにこれ らの制癌剤を併用することにより一層有効な抗腫瘍効果を期待で
 きることが明らかとなった。 本研究は, これまで明 らかにされなかったヒト膵癌の培養細胞 レベ
 ルにおける制癌剤の効果について, 制癌剤濃度・接触時間さ らに併用効果などの観点から検討を
 加えた点において極めて独創的といえる。 今回の知見は癌化学療法に対する膵癌の抵抗性の機序
 解明の 端緒となる ものと して高く 評価される。 よって学位を授与するに値する ものと認め る。
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